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Case 00139.8 ' ;; •• i' • 

» 



Diagnostisches Verfahren 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Sicherung Oder zum 
5 Ausschlufi von Risikokonstellationen; iKrankheitszustanden Oder 
Pradispositionen dafur, sowie ein Verfahren zur Oberwachung 

1' '1 1 I' f Mp.^ yeri;^ufs von Therapien und zum Auffinden von Wirkstoffen 
zur Behandlung von Krankheitszustanden und zum Auffinden von 
Wirkstoffen, die einen s'olchen Krankheitszus.tahdLv^f ^ 
10 kOnnen, auf der Grundlage von Lipidmefiparameter-Modulations/- 
Ef fektorquot:ientenprofilen. Ferner betrifft die vorliegende 
Erfindung em Messinstrument zur ^Durchfuhrujig der genannten 

4 ..Verfahren. , . . . : 



15 Das vorkommen von Lipiden/Eicosaixoiden im menschlichen KOrper. f , 
und ihre Bedeutung f tir potentiell viele KOrperf unktionen des ' 
Menschen wurde bereits vor aber 100 Jahren beschrieben. Ihre 
Ba.osynthese sowie ' deren Beeinflussung .'durch komplexe als auch 
^ ^ reine chemische verbindungen ist bereits seit dem Altertum 
^ *2^of ^J'bekahn schmerzlindernde * Wirkung des Bruchweiden- 

extraktes) und wurde biochemisch seit Mitte des 20. Jahrhun- 
derts immer detaillierter aufgeklart (1-15) J ^AbeirrVauch 'das'"^^^ 
Vorkommen der Lipide/Eicosanoide und ihre einf luUnehmende 
Wirkung im Tierreicn (auctv in .Araphibien, Insekten und Mikro- 
25 organismen) und den Pflanzen ist bekannt ' (16-19) . Weiterhin 
^ 't| f ^-^.^'^^^^^ tlber die verschiedenen Lipid/Eico- 

sanoidrezeptoren und mOglicher Subtypen zunehmend. Auch sind 
Z.T.' die Gene und ihre chromosomal'en Lokalisa-tionen? fur 'eini-i'-i 
ge Enz^e des Eicosanoidmetcibolisinus und der Eicosa- 

30 noidrezeptoren bekannt (20t26) . 

r, ' !. ' ".i 't[. •■ .• • .5 . I 

-l.h 1.°®^ Nachweis von Lipiden/Eicosanoiden erfolgt zur Zeit mit- 
• » tels verschiedener physikalisch-chemischer und immunologi- 
scher Teclmiken (z.B. durch .Gascnromatographie, , Hocudruckr 

Fmof aft«s70 i t R . .Inn i • 1 Q • no - • ••: • — •■ 



- A "i 
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fltissigkeitschromatographie (HPLC) , Dunnschichtchroinatogra-- 
i h- i'iJPl^ie^ :Radipiinmunoassays (RIA) , Enzyiaiinmunoassays (EIA) ) . Die- 
se Methoden unterscheiden sich hinsichtlich der Nach- 
weisempfindlichkeit und Auf trennmSglichkeit verschiedener, Liy:i -tp ^ 
5 pide/Eicosanoide wahrend des Mef5vorgangs sowie des maximalen 
Probendurchsatzvolumens (27) . 

■* - : * 

. . Der Nachweis bzw. die Bestimmung von Enzymen, die an der Syn-- 
^ V these bzw -* dem- Abbau von Lipiden/Eicosanoiden beteiligt sind, 
10 erfolgt meist. nach gelelektrophoretischer Auf trennimg, der 

zelluiaren Proteine durch anschlieBende Markieruiig' mittels' i 
spezifischer Antikorper Oder auf intakten Zellen mit radioak- 
tiv Oder anderw.eiti'g markierten Lipiden/Eicosanoiden bzw. Re- 
zeptorliganden (Agonisten/Antagonisten) . Auch ist ein immun- 
'5 jI 5 V i?:cy^ologi;s Cher Nachweis der Enzyme bzw. Rezeptoren mittels im- 
muncytologischer Methoden unter verwendung geeigneter nvono- 
klonaler oder polyklonaler AntikOrper moglich.} Enzymat'ische^r^ifr 
Aktivitatsnachweise bzw. -bestimmungen erfolgen direkt durch 
Messung des Abbaua,. geeigxieter Enzymsubstrate oder indirekt 
20 durch den Nachweis ' sekuiidar^ gebildeter Metaboliten 
(20,21,24, 37/29-30) . 

Der Nachweis bzw. die Bestimmung von mRNA ftir .die , Enzyme . und 
Rezeptoren, die an der Synthese bzw. dem Abbau von Lipi- 
25 den/Eicosanoiden oder an deren Bindung beteiligt sind, kann - 
z,B. mittels RT-PCR* (engl.r »reverse -transcriptase polymerase 
chain reaction«) oder »northern blotting« erfolgen. 

Die Lipide/Eicosanoide wurden bisher ftir klinisch-diagnos- 
30 tische Zwecke nicht bzw. nicht in brextem Dmfahg genutzt * i ' 
(31,32), obwohl Analyseverfahren zur Gesamtbestimmung oder 
auch zur selektiven Besjtiramung vpn ..bestimmten Eicosanoiden 
bekannt sind (21-30) . Nur ftir einzelne Eicosanoide, die Pep- 
' *i l|| t.id-Leukptri ein . Testsystem auf dem Markt 
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i I: '.r i. i . 

(»CAST-Elisa«) , das zum Nachweis erhohter Peptid-Leukotrien- 
H ;j I Spiegel jnach in Allergenen in Kombina- 

tion mit generell zellaktivierenden Substanzen (z.B, Komple- 
mentfaktoren oder Cytokihen) dient'. Aus der Menge;l<ler freige->.Vf 
5 setzten Llpide/Eicosanoider d»h. der Peptid-Leukotriene, soli 
der Grad der Sensibilisierung der untersuchten (allergischen) 
Patlenten abzuleiten sein (32)1 Auch tiber die VerSLnderung der 
, Lipid/Eicosanoidspiegel bei verschiedenen Krankheitsbildern 

• ^ ^' ist beri'chtet worden {33-37) . 

Die verschiedenen Autoren weisen in ihren Arbeiten auf die 
MeBbarkeit von veranderten Lipid/Eicosanoidmengen in den von 
ihnen untersuchteA jproberi liin; undl daB • viele der untersuchten 
Krankheitsbilder mit erhGhten Lipid/Eicosanoidspiegeln ein- 

Vif'si fHhejrgeheri^^^ ^Gruhdsatzlich wird aber ' nicht auf ein Lipid/Ei- 
cosanoidmuster oder -profile welches sich gegenuber einem 
Normal zust and ve render t hat, eingegangen. Auch' wirdi meist-- nur« •! t « 
der Ist-Zustand von Lipiden/Eicosanoiden bestimmt. Es wird 
jedoch nicht z.B. jdie Auswirkung einer Modulation (Stimulati- 
20 on/ Inhibit ion) der Eicosanoidsynthese des * biologischen Mate- 

^1 is 41 -v.rials j in. vi^tro. fUr diagnostische ,Zwecke in Erwagung gezogen 
(mit Ausnahem des bereits erwahnten CAST-ELISA) • Enzyme und 
Rezeptoren des Lipid/Eicosanoidstof f wechsels wurden^..nach;} bisrj;.^* |* | 
herigem wissensstand nicht flir diagnostische Zwecke, weder im 
25 . Ist-Zustand noch im modulierten Zustand^ herangezogen. 

, Aus diesem Stand der Technik ergibt sich die Aufgabe der Er- 
' ? ? v-fmdung Jl! 

30 Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur Sicherung oder' 
zum AusschluJi von Krankheitszustanden oder Pradispositionen 
dafUr auf der GruAcilage yoii: LipidmeBparame^ter-Modulations/Ef- 

• * i ' ' * ■ • 

fektorquotientenprofilen, bei dem 
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(a) eine Probe aus einem z\x untersuchenden Organismus i^entTi - t • 
noiranen wird^ 

(b) die Probe aus dein zu untersuchenden Organismus in sovie- 
,5 le gleiche Teilproben aufgeteilt wird, daB fur jeden Li- 

3 ^piditieBparameter (eine Definition dieses Begriffs wird 

^weiter unten gegeben) A, B, C ein Nullwert Aor Bo/ 

Co/ ... in Abwesenheit eines moduliereiideii^-* Ef f eictors^ f * ^- 
^ (bzw. Mediators); ein Wert fur. eine Leitsubstanz (Leit- 
10 wert) Aniax//; B^xV Cjax/l . 4 in Gegenwart eines modulieren- 

den Effektors (bzw. - Mediators) (Leitwert, da es auch 
• i 4 1 f'^ :i (. } ^^^ff,® ii gib^t i ( z . B . bei Verwendung eines chemotaktischen 
Peptids/ wie fMLP, N-Formyl-met-Leu-Phe-Phe) ^ bei denen 
der MeBwert.fur den weiteren iaodulierenden,ij^Ef fektor!^(wie^^^^^^ > . . 
15 im f olgenden angegeben) hCher ist als der »Leitwert«) ; 

und mindestens ein Wert ftlr eine weitere (in der Kegel 
<aus den oben eriauterteh Grtlnden)' ;intermediare, d.h. 
::i I, sich unter Oder zwischen dem Nullwert und dem Leitwert 

fv I M . . befindliche) Modulation A2/ Bz, Cz, in Gegenwart ei- 



20 



nes weiteren modulierenden Effektors (bzw. Mediators) 
gemessen werden kann^ ^ ' t ' 1 



(c) fur jeden fLipiWe0par.&metj5r !b, C,i-... der Probe aus 



dem zu untersuchenden Organismus 



(i) die Quotienten der MeBwerte I^/Aq, A2/A0; B^^/Bo, 
B2/B0; C«,x/Cor C2/C0; . . . gebildet und anslch^^ieBend ^ c 
fiir den zu untersuchenden Organismus erhaltenen Werte 
durch die ^entsprechendeni Werte einer oder mehrerer Norm- 
30 gruppe (n) dividiert werden, wbdurch sich normierte Modu- 

' f f'' . ^U^ ; "^^^i?^^ ergeben, die in ihrer Gesamtheit ein 

normiertes Modulationsquotientenprof il fur den zu unter- 
suchenden Organismus bilden, und . ,.11. ::*:.,. .. . } . .i 



EfflPfansszei t 5.Juni Lr:0ft ---./^ : , * ^-i - .i'lv.r/. !: 
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(ii) aus den Nullwerten Aor Bo, Co ... Quotieriten Ao/Bo;' 7 
Bo/Aof Ao/Cor Co/Ao/ Bo/Cor Co/Bo ... in beliebiger Kombi- 
nation gebildet werden; ^aus den Werten fiir eine maximale 
Modulation mit einer Leitsubstanz A^ax^ Bman/ Cmax • • • Quo- 

it|5|'j>J: J^.^^J?;^^^' -^max/Bmaxr Bjnox/Aiaaxf ^Wx/Cmax/ Cmax/Amax/ Bj&ax/Cmax/ 

Cmax/Baax - - - in beliebiger Kombination gebildet werden; 
und aus den Werten fiir mindestens eine wei.6erei| Modulati-rj:/' f ; ^ 
on A2# B2r Cz ... Quotienten Az/^zr Bz/Azr Az/Czf C2/A2/ 
B2/C2, . Cz/Bg . ... in beliebiger Kombination gebildet wer- 

10 den; und anschlieliend die* fur den zu 1 untersuchenden Or- 

t , ganismus erhaltenen Werte durch die entsprechenden Werte 

» i' . : 'einer Oder mehrerer Normgruppe (n^ dividiert werden, wo- 

durch sich nomiierte Ef f ektorquotienten . ergeben, die ^ in.,4;L • - 
ihrer Gesaiutheit ein normiertes Ef f ektorquotientenprofii ' 

15 fUr den zu untersuchenden Organismus bilden, 

und 

(d) eine RisikoJconstellationr ^in Krankheitszustand Oder ei- 
20 ne Pr^dispositionen dafttr durch den VergiWcli -der norT'"' f : 

mierten Modulations- und Ef fektorquotientenprofile des 
2U untersuchenden « Organismus . mit. denen einer entspre-- 
chenden Dntersuchungsgrupper bei der die interessierende 
ii^t'^i V, 1 Ri5iko,kongtellation^ .der Interessierende Krankheitszu- 
25 stand Oder die interessierende Pradisposition vorliegt, 

gesichert oder ausgeschlosseni wirdv * ' Vij 'i'«t|*V ^i-^} J^li ' ;[ ! 

Es ist klaXr daB . bei der Berechnung der Lipidmeiiparameter- 
Modulations/Eff ektorquotienten ' die iFehlerf ortpf lanzung be- 
^ 30. . rUcksichtigt wird. Ferner laGt sich grob sagen, daB ein I.i- 
^' 'pxdmeJ5parameter-Modulations/Ef f ektorquotient auffailig ist, 
wenn. er etwa 5 - 10 % hoher oder ;niediger als . .der . jeweilige , . . 
Normwert xst . Als weiteres Elntscheidungskriterium zur Ab-^' - ' 
grenzung Normal /Auffallig kann auch die zweifache Standard- 

: • • . i ^ : I • 
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abweichung 2a des jeweiligen normalen LipidmeBparameter-Modu- 
' 'if I lylatrions/Ef fekto 1st der betreffende Wert 

gegentiber dem Noxxnwert ± 2a verandert, wird er ^als auffailig 
angesehen. . '"^ ' ' 

5 

Es ist klar, jdas Jlder » Be.^riff »Normgruppe« bzw. »Untersu- 
chungsgruppe« relativ ist. Die »Nbrmgruppe« kann auch durch 

-ll j/ ?J*:deii. zu- uptersuchenden einzelnen Organismus selber Oder durch 
Teile desselben (z.B. Gewebe, KOrperfltissigkeiten) gebildet 

10 werden, z-B. wenn Meflwerte im gesiuiden ZustandM/spatef' 'zuri*. ' ^ 
Normiertmg von Meflwerten in einem akuten Krankheitszustand 
verwendet werden, • oder ,auch einf ach nur urn festzustellen, ob 
irgendwelche Veranderungen eingetreteri sind. In analoger Wei- 
i i , . se gilt dies auch fur die »Un1:ersuchungsgruppe«^ z.B. wenn 

15'' Werte im' akuten Krankheitszustand nach erfolgter Therapie mit 

dem Ist-Zustand verglichen werden., Es ist, ferner. klar,; .daB. ^. 
die MeBwerte fur die Normgruppen und die Untersuchungsgruppen 
Oder die MeBwerte auch nur fur einen zu untersuchenden ein- 
zelnen Organismus!*" iiu ' Normaiz.ustand^bzw. i im Zustand akuter 

20 Erkrankung auch in einer Datenbank gespeichert und bei Bedarf 
' *f f f wlcibgeruf eh und '!zur' Normierung bzw. ^ zum Vergleich herangezogen 
werden konnen, Sollten derartige MeBwerte nicht vorliegen^ 
k5nnen sie ohne weiteres unter Anwendung des erfihdungsgemafi'^'^^ 
Ben Verfahrens in entsprechenden »normalen« und »pathologi-- 

25 schen« Zustanden j Oder : mf t/ entsprechenden »Normgruppen« und 
»Untersuchungsgruppen« erhoben werden. 

^\^^ ^ M ill r"^ ' ^ • 

Die Bestiitmung von iiipidmeBparametern erfolgte bisher naliezu 
ausschliefllich fur einzelne Fragestellungen ».und.|;^mgi$t lJ,ohne^^^^ 
30 klinisch-diagnostischen Bezug. Sofern Uberhaupt eine dia- 
gnostische Fragestellung besteht (z.B. beim »CAST-ELISA« der 
Fa. BUhlmann-Labbratories) , wird ^ aber . nur ein LipidmeO- 
.1 . parameter (hier die Peptid-Leukotriene) bestimmt oder z.B. 



^ '^^nur die vGrundmenge an Eicosanoid 1 und 2 und evtl. 



3 Oder En- 
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Case 00139.8 

zym 1 und 2 etc- oder die Synthese von Eicosanoid 1 erfafit 
(32). Nach dem erf indungsgemaBen verfahren wird;<jhingegen!!ins.^j^^^^^ 
besondere das Verhaitnis verschiedener Lipidmeflparameter zu- 
einander bestimrat: i(sog*. Balancen) und klinisch-diagnostisch 
.5 ausgewertetr die zu einer ' Einstiufung' in Risikonstellationen 
4 I ftihrt. 

-Jif^ ff^ ril : III '-^f i ' * ^ * 

Die nach deia erf indungsgemaBen Verfahren erhaltenen Lipid- . . 

meOparameter-Modulations/Effektorquotientenprofile '' ermogli- 
10 Chen die Dif ferenzierung von Krankheitsbildernr das »Moni- 

1:oring« von Therapien/ die' iiU:>schatzung jVon anti-inf lamma- 

torischen/pro-inflammatorischen Effekten von Stoffen, Sub- 
^ 11 ll^^Hstianzen ibzw;' Materialie und letztlich auch die inflainmatori- 

sche Risikoabschatzung bekannter und unbekannter Stoffe/- 
15 Stoffgruppen in vitro. Mit Hilfe neuer Techno£ogi!6n (Microri-'^l 5 

Multi-Array-Techniken) konnten nunmehr auch kleinste Proben- 

mengen nach dem, ges^childerten. Verfahren analysiert und daraus 

wichtige Ruckschltisse gezogen werdiBn.* 

20 So kann'z.B. der Verlauf einer Desensibilisierung gegen All- 
ergene Oder eine Desaktivierung gegentiber* Acetylsal|.cylsau 
(Aspirin®) direkt gemessen werden^ ohne das Wohl des Patien- 
ten zu beeintrachtigen. Sowohl die Modulation als auch die 
Messung finden ex~vivo statt. Eine Messung in vivo ist nicht 
, 25. notig^ Gegentlber dem Stand der Technik beruht das erfindungs- 

• ' *' ^' gem^Ae Verfahren auf der Inf ormationsgewinnung durch den Vex- 
gleich mindestens zweier LipidmeBparameter im modulierten , 
(stimulierten/inhibierten) und unmoduliertem Zustand. Eine ^ 
Elisikokonstellation kann nicht tiber einen LipidmeBpararaeter 

30 alleine zuveriassig bestimrat ; wer;deri. ' (beim CAST-ELISA (32) 
wird z.B. nur 1 LipidmeBparameter bestimmt)/ sondern nur 
^ f^^!': durch ! di:e nicK deim* erf indunggemaBen Verfahren erhaltenen Li- 
pidmeBparameter-Modulations / Ef f ektorquotientenpr of ile , die 
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z.B. das Verhaitnis von z.B. Prostaglandinen zu Leukotrienen i' 
berUcksichtigen . 

Weitere vorteilhafte oder bevorzugte Ausfuhrungsf omen der 
1 >i 5 1' ^^Er^indung sindj Gegenstand der unteranspriiche . 

Nach einer Ausfuhrungsf orm des eff indungsgemafienil^iyerf aiifen^ \ 
werden in Schritt (b) die LipidmeBparameter unter Mefl- 
parametern f tlr ungesattigte Fetts^uren^ Abbau- und Synthese- 
10 enzyme ftir ungesattigte Fettsaureni sowxe daftlr kodierende Nu- 
i 4 1, , . kleinsauren , (mRNA) , und unter solchen ftlr Rezeptoren far un- 
• • ' gesattigte Fettsauren sowie daf iir kodierende Nukleinsauren 
(mRNA) ausgewahlt. - 

15 Beispielsweise warden die ungesattigten Fettsauren unter dem 
Throrabozyten--aktivrerenden?Faktor :(=f *paf, engl. »platelet ac- 
tivating factor«) (12) und den Eicosanoiden, z.B. Peptid- 
' *l 1 f f/Leukbtri!enen' (= -pLTs , z.B. LTC4 , *LTD4 r liTE4 ) , Prostaglandin 
- E2 (PGE2), Thromboxan A2 und Thromboxan B2 (« TXB2) ^ ausge- 
20 wahit. ■ ' ^' • • :-^!:!ifr' .^i!'^- 

Nach einer weiteren Aus f Uhrungs f orm des erf indungsgemafien 
Verfahrens wird in dem oben definierten Schritt (b) als maxi- 
t i ;j| mpdulier,ei^der ;Ef fektor (Leitsubstanz) Arachidonsaure oder 

25 ein chemotaktisches Peptid wie z.B. fMLP verwendet. 

Nach einer weiteren Aus ftihrungs form des erfindungsgemaflen 

Verfahrens wird in. dem oben definierten Schritt (b) als wei- 

»• • I 111* 5 i : . - 

terer modulierender Effektor ein Stoff (z.B.Viren, Bakterien 
30 Oder andere Organismen wie Hefen^ Pilze oder Bestandteile da- 
. v. von, Chemikalien im weitesten Sinne wie Losungsmittel oder 
Farbstoffe, Allergene im weitesten Sinne ^ insbesondere auch 
bxologxschen Ursprungs, Arzneimittel, Toxine/' inisbesondefe t ' 
auch biologischen Orsprungs) verwendet, der einen auffalligen 

I - . • . . 

Fa 0 T an R s^ ft i I S . :hi n i ■ I .'5 : nft - ^ - ^ ' - 
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r ■ i I; ' I !. :■ 

Zustand, z.B. einen KranJcheitszustfand, hervorrufen kann. Oder 
j|| -^..an .dessen^JEn^ Oder Entwicklung beteiligt ist. 

Das erfindungsgemafle Verfahren'eignet sich beis^ielsweise : zur 
5 Sicherung oder zura Ausschlufi der folgenden Krankheltszustanae 
sowie zur Abschatzung einer Pradisposition fur dieselben: Tu- 
more, beispielsweise bronchiale Tumore, icystische Fibrose^ 



10 



Polyposis, 2-B. Polyposis nasi et sinumti/ Asthma bronchiale, 
Urivertraglichkeiten/Intoleranz gegen Nahrungsmittel, Nah- 
rungsmittelzusatzstof fe oder Arzneimittel, z,B. geaen AnalaeT- 
tika wie Acetylsalicylsaure (Aspirin®) , Allergien* wie Pol- 
len-, Sporen-, Milben-, Wespen- und/oder Bienengif tallergie, 
etwa ais allergisches Asthma, ; unterschiedliche Entztlndungen 
wie Enzephalitis, Sinusitis, Rhinitis, Neurodermits, Morbus 
!: 1.5 g:;. Crohn; Cblitis ulcerosa, DiarrhOen, Inf ektbewaitigung, z>B. 
an SchleimhSuten, z.B. zur Abwehr bakterieller, viraler oder 
mykotischer Elemente, z. B • bei bakterieller, viialkt^ oder^ myr;^^ 
kotischer Mucositis, bei Infektanf ailigkeit, Gerinnungssttt- 
rungen, z.B. Throipbosen,, jBlutungen oder Thrombophilie. 



^1 :ti 



20 



i \ 5- ^iner^. AusfUhrungsfomci des erfindungsgexaaOen Verfahrens 
wird/werden zur Bestimraung der LipidmeUparameter ein oder 
mehrere, gegebenenfalls markierte (s) Eicosanoid fe^g^^joder .^der;: 
Farbstoff 9-Diethylaiftino-5H-benzo[ alpha ]phenoxazln-5-on (38- 
2S 40) verwendet. , 

v^ i. einer Aiisftihrungsforia des erfindungsgeraaflen Verfahrens 

. weraen zur Besturanung der Lipidmeflparameter immobilisierte 
Sonden verwendet, die ausgewahlt sind unter: AntikOrpern oder 
funktionellen Fragmenten davon gegen Abbau- oder Syntheseen-' 
zyme von ungesattigten Fettsauren oder gegen Rezeptoren fur 
ungesattigte Fettsauren; i Nukleinsauren, die an Nukleinsauren 
hybridisieren, die fUr Abbau- oder Syntheseenzyine von unge- 



30 
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; ' sattigten Fettsauren Oder ftir Rezeptoren fur ungesattigte 
** ^ Fettsauren kodieren. 

Eine Sonde ist ganz allgemein ein Erkennxxngsmolektil Oder ein 
5 Rezeptor, das/der einen Liganden spezifisch erkennen urxd bin- 
den kann. i* ' ' ' ' \^ ; ; • ^ i- - 

'f I \ ^;iUnter j eineiuV »funktionellen« Fragment eines Antikorpers wird 
' ein Ant ikOrper fragment verstanden, das an ein Antigen binden 



10 kann^ das aber nicht notwendigerweise auch 'immunogen ' sein^ 



mufl, 

Geeignete AntikOrper werden unter ; polyklonalen^ monoklonalen 
K ^1 . j I .i».und Single-chain;- Antikttrpern ausgewahlt- 

Geeiqnete Nukleinsauren werden: unter cDNA, i rt^A uridM.Oligpnu^^^ 
kleotiden ausgewcLhlt. 

• ». i K • i • I - 1 • 

Vorzugsweise bilden' die iramobilisierten Sonden ein adressier- 
20 bares Muster auf einer Oberf lache, wodurch ein sogenannter 
' 1 H N^Biochip 'entsteht*. 



Die Erfindung betrif ft ferner ein Verfahren zur Oberwachurig { 
des Verlaufs von Therapien von auffalligen Zustanden (z,B. 
25 Krankheits zustanden) auf : idexi Grundlage . von LipidmeBparameter- 
Modulatioixs/Effektorquotientenprofilen, bei dem das oben de- 

'^^■ il ^* i.^i^^t^il erfindungsgemaBe Verfahren nach der Verabreichung/ 
Applikation (d.h. das zu \jntersuchende Medikament wird den 
Probanden bzw. dem Organismus vbr der Probenna^me • ye 
30 reicht) Oder in Gegenwart (d.h. das zu untersuchende Medika- 
ment wird der Probie nach ; deren Entnahme aus dem Probanden 
bzw. Organismus zugesetzt) 'eines '/geeigneten Medikaments 

v4 4* s ; durchgefuhrt wird. .Dieses Medikament kann als einer der »wei- 
tereh modulierenden Ef f ektoren« im Sinne der Erfindung ange- 



05-JLIN-2001 12:13 
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sehen werden. Es konnen natUrlich . auch MedikaxaentenkombinaT * . 
tionen verwendet werden. 

Die Erfindung betrifft ferner'ein Verfahren zura Auffinden von 
,5 Wirkstoffen zur Behandlung von Krankheitszustanden auf der 
U # ;.Grundlage von ' Lipidmeflparameter-Modulations/Ef f ektorquotien- 
tenprof ilen,. bei dem das oben definierte erfindungsgemafle 
Verfahren nach der Verabreichung (d.h, der zu/.*uritersuchende ? 
Kandidateixwirkstof f wird dem Probanden/Organismus vor der 
Probennahme verabreicht). j o.der; ,in Gegenwart (d.h. der zu un- 
tersuchende Kandidatenwirkstof f wird der* Probe nach deren 
) i|.rfj'F>Eiitnalme-|iaus; dem: Pr zugesetzt) eines geeig.^ 

neten Kandidatenwirkstof f durchgef Uhrt wird. Dieser Kaxidida- 
tenwirkstoff kann als einer der >>weiteren » moduli.erenderi . Ef t ; i- . 
15 fektoren« im Sinne der Erfindung angesehen werden. Es konrien 
na ttt r lich auch ,Kandida t enwir ks t o f f kombina t ionen ve r wende t 



10 



werden. 



i fit • - \\ :r:. 



* * -Die Erfindung betrifft aufierdem ein Verfahren zum. Auffinden 
20 von Stoffen, die in der. Lage. siud/ einen oben definierten 

Krankheitszustand auszulOsen, auf der Grundlage von I.ipidmefi- ■ 
parameter-Modulations /Effektorquotientenprofilen, bei dem das 
oben definiertet erf indungsgemafie: Verfahren;: nach der Verabrei- 
chung /Applikation (d.h. der zu untersuchende Stoff wird dem 
1 >2;5|'?;:Prjoban^ vor der Probennahme verabreicht/ appli- 

ziert) Oder in Gegenwart (d,h. der zu untersuchende Stoff 
wird der Probe nach deren Entnahme 'aus' ^ demV- Erobarir; 
den/Organismus zugesetzt) eines solchen Stoff es durchgeftlhrt 

30 * I . 

4§ ^' JhDie Erfiridung ; betrifft ferner ein MeOinstrument zur Durchfuh- 
rung der oben definierten erfindungsgemafien Verfahren, das 
eine Oberfiache aufweist, auf der die oben definierten Sondeh . ; ^ 
immobilisiert sind. 



EniPfansszeit SJuni 13:08 • 
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Case 00139.8 

H: i 1!!^'^!' 1 ■ • ' ' ■ 

Vorzugsweise bilden die Sonden ein adressierbares Muster auf • ' ' 
der Oberfiache, wodurch ein sog. Biochip entsteht. 

5 Im folgenden wird die Erfindung ohne Beschrankung und unter 
S j|| s:;Be-z^ugnal:^e ilaufi ? konkrete Beispiele; detaillierter veranschau- 
licht. 

Allgemein betrif ft die Erfindung ein Verfahren zur Sicherung 

10 Oder ziim Aussclilufi von auff^lligen Zustanden z.B. Krank- 
heitszustanden Oder Pradispositioiien' * dafiir/ sowie exn Ver- 

i 1 . f ahren zur Uberwachung des Verlaufs von Therapien und zum 
•Auffinden von Wirkstoffen zur Beliandlung von auffailigen 2u- 
standen z.B. Krankheitszustanden, das auf der Enuittlung .des 
15 spontanea, allgemein modulierbaren (d.h. induzierbaren bzw: ^ 
aktivierbaren/inhibierbaren) oder des speziell provozierten 
Verhaltens von Geweben urid?Zeilen beztlglich der Synthese, Ab- 
gabe, Umsetzung oder des Abbaus von Lipiden wie Eicosanoiden, 

1 1 f K*d?.3?eh j Re:zept:or*en oder Abbau/Syntheseenzymer und zwar sowohl 
20 absolut als auch im gegenseitigen VerhaltniS/ beruht* 

Im Gegensatz zum Stand der Technik wird nach dem erfindungs- 
gemaflen Verfahren; jzuiu * einen . der Gr^indzustand (der native, 
nicht modulierte Zustand/ der dem Nullwert entspricht) \ind 
i ;:25. .:,,zuin anderen. ,der modulierte Zustand (z.B- bei stimulation mit 
" einer ' Leitsubstanz und mindestens einem weiteren Modulator) 

von LipidmeUparametern, z.B. der synthetisiertjgn.Lipide/Eic^^ . 
sanoide, der Enzyme der Lipid/Eicosanoidsynthese und/oder der 
Lipid/Eicosanoidrezeptoren, untersucht. Weiterhin werden min- 
30 des tens zwei verschiedene* LipidmeOparameter bestimmt, z.B, 
, . Eicosanoide, Eicosanoidenzyme und/oder Eicosanoid-Rezeptoren 
'^^'Hder : selben ' Probe gleichzeitig analysiert. Hierdurch wird 
riicht der statische (Grund/Ist) --Zustand erfalit, sondern zup 



05-JUNI-2001 12:14 J. STURKEN PPTENTfiNUALT +49 761 5553014 S 19/50 



Schafer/Baenkler I V i - ' 13 
Case 00139.8 

satzlich die Dynaniik/Modulierbarkeit: des zu untersuchendeh 
Systems charakteirisiert . 

. , Solche »Balanced-Score«-Tests hinsichtlich anderer Parameter 
• 'Is P t'Sind! im fkahment der raedizinschen Diagnostik schon bekannt fur 
die Bewertung des Immunstatus^ z.B. bei der Ermittlung der 
Subpopulationen der T-Lymphozyten (Thl-Th2-Verha.rthisse) ' bei**- T ' 
Lepra- oder HIV-Patienten (41,42), 

10 Die folgenden Definitionen fUr verwendete Begriffe gelten fiir 
4 i'll ^if»;die^. gesam^ und in jederi Kombination . 

Lipide im Sinne der Erfindung sind beispielswefs.e./ijgesatti 
und insbesondere einf ach sowie vorzugsweise mehrfach xm- 

15 gesattigte Fettsauren natUrlicher Oder synthetischer Herkunft 
(mit mind. 16 Kohlenstof f atomen, :Z.B; 20 } Kohlenstof f atomen) 

. sowie deren naturliche und chemisch/physikalisch/technisch 

* • ^ '^-induzierten Derivate und Konstrukte. 

20 Derivate im Sinne der Erfindung (insbesondere ' in' "bezug 'auf * ^ ' 
die obigen Lipide) sind biologische/nattirlicher chemisch in- 
duzierte, physikaiisch • induzierte^synthetisierte Abkommlihge 
der Lipide. Diese kOnnen durch enzymatische und/oder nicht- 
I V ?^;enzyinati[sche umsetzxmgsprozesse aus den Lipiden und/oder den 

25 Deri va ten entstehen (z.B. Prostaglandin El, Prostaglandin £2, 

Prostaglandin E3, Leukotriene/ Leukotrien C4 -r^Leukotrien D^jr^ri^ 
- Leukotrien D4; HETE (= Hydroxyeisosatetraensaure) , PAF 
(engl. »platelet j apt i via ting ^ factor<< Thrombozyten-aktivie- 
render Faktor) . ' • j . I-* : I 

Konstrukte im Sinne der Erfindung (insbesondere in bezug auf 
die obigen Lipide) sind biologisch und/oder .Ghemisch iaanir- > » 
pulierte Lipide und/oder Derivate unter HinzufUgung Oder Ent- 
fernung von chemischen/physikalischen/biologischen Struktu- 
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Case 00139.8 

ren, also KcnstruktG, die 'riattirlicherweise • nicht existent 
sind/ sondern willentlich durch gerichtete und/oder ungerich- 

\ *\l i ?^^tetfe i Mociifikatiori/Synthese in geeigneten Systemen erzeugt 
werden (z,B. Enzymihibitoren^ Enzymaktivatoren, insbesondere 
5 Inhibitoren und/oder Aktivatoren der Eicosanoi'dsyntliese * wie« ' Y- ' 
z.B. Manipulatoren d'er Cyclooxygenasen, Lipoxygenasen, Hezep- 
tor-Antagonisten, jRezeptor^Agonistjen,^- aber. auch fur die De- 
tektion geeignete Lipidkonstrukte/i die z.B: mittels Fluorome- 

:| ;j| |j ^i.ter, oderj|XiuiLLnometer oder Nassendiff erenzmeBapparaturen hach- 
10 ^ gewiesen' und bestimint werden kdnnen) . 

Organismen im Sinne der Erf indung sind lebende und/oder nicht 
lebende vielzellige. und/oder einzellige Lebensformen wie Men- 
sche.U/ Tiere, Pflanzen, Pilze,* Bakterien und/oder Viren und 
15 funktionelle Einheiten dieser Lebensformen wie z.B, (aber 
^« y (-nicht ' erschopfend) Organe, Gewebe/ Zellverbande, Zellen, 
Zellbestandteile (z.B. Mitochondrien) . ^ . , 

. Proben im Sinne der Erfindung sind manipulierte. oder nicht 
20 manipulierte Orgarii'smen*- und/oder, Teile von/aus einem/mehreren 
Organismen mit oder ohne vorherige Manipulation des Organis- 
I ;|| j' ?;mu^: und/pder. der abgegebenen Strukturen/Substanzen (Lipide) , 
sowie Derivate und/oder Konstrukte des/der modulierten 
und/oder nicht modulierten Organismus/Struktureri/iSubstanzen.^^^ j 
25 (Lipide) / die einer Analyse mit dem Ziel zugefUhrt werden, 
- direkt oder indirekt mindestens- zwei LipidmeBpaxameter zu er- 
heben. Als wextere Proben konneri erfiridungsgemafl Nuklein-- 
^ i . .. sauren analysiert werden, die im Zusammenhang stehen mit der 
Regulation/Expression von Lipiden/Eicosanoiden, wie z.B. Syn- 
30 these- vind Abbauenzyme sowie Rezeptoren. . u j . 

LipidmeBparameter im Sinne der Erfindung sind qualitativ 
und/oder quantitativ bestirranbare Einheiten; einer Probe (z.B. 
Lipidmengen, Eicosanoidmengen, Derivatmengen, Konstruktmen- 
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Schafer/Baenkler 15 
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J gen, Enzymmengen, Rezeptormengen, Rezeptordichtenr Enzymakti- 
''If I f.'viVateh,?ilNukleinsauremengen, Rezeptorbindungsstarken, Ligan- 
denstabilitaten in einer^ Probe bzw. elnem zu ^definierenden 
Umfeld) . >if • y f ' 

5 

Ein Parameter im. SiWe 'der): Erfindung Vist eine aus einem oder 
mehreren Lipidmefiparametern abgeleitete GrOfie fUr eine direk- 
4 i|| |i -ite.; pder jLndirekte Beurteilung bzw. i Beschreibung des Zustandes 
des Lipidverhaitnisses der Probe des untersuchten OrganismuS/ 
10 auch' rim daraus die Folgen. fiir den untersuchteniyiOrgahismu^^ 
bzgl. dessen weiterer bzw. zu beginnender Modulation vorher- 
zusagen. . i j, , . . 

:• • ' • • « 4 . r ■ ■ ^ ! ' /: 

t^ .d^ Enzyme im Sinne der Erfindung sind Substanzen, die geeignTet 
I5^*'sind^ ein gegebenes Substrat in seiner chemischen/physika- 

lischen/biologischen Art zu yerandern und/oder,,n in chemiT t . 
sclie/physikalische/biologische Prozesse/Reaktiohsabiaufe ein- ^ 
zugreifen, ma dadurch die Subtrate, insbesondere Lipide im 
Sinne der Erfirid\ing' zu' verahdern :{z ;b . . Cyclooxygenasenr Li- 
20 poxygenasen, Monooxygenasen) . 

Substrate im Sinne der Erfindung sind Stof fe, die durch Enzy- 

me in ihrer/ihren chemischen/physikalischen/bioldgischen -Eir^^^^^^^ .{' ?! 

genschaft/en verandert werden kOnneh. 

Rezeptoren ira Sinne der Erfindung ^sind Strukturen, die Lipi- 

4:hu;"4e,, Derivate, .Konstrukte aber auch Organismen bzw. Proben im 

•fig f-: -'^f ^ t » ' )r • i • ' 

Sinne der Erfindung reversibel und/oder irreversibel binden. 
Dies* keSnnen natUrlicherweise t vorkommende • Strukturen ;{z . Bio;-:. (: jl 
30 Proteine) aber auch ktinstlich erzeugte Strukturen/Konstrukte 



sem, ohne daii sie .eine biologische Funktion besitzen massen 
(aufier, dais sie ' Lxganden binden) : Rezeptoren binden Liganden, 
wobei die Rezeptoren dieselbe, gleiche und/oder ahnliche che- 
•misch/physikalisch/biologisch Struktur aufweisen konnen wie 
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il l " 1 • 

' 1 if I j^-;!:Liganden^[\Md^. h-j P E2 kana sowohl ein Li.gand als 

auch ein Rezeptor sein, abh^ngig davon^ wie es sich im biolo- 
gischen Umfeld/lm zu unersuchenden Organismus { ?/erhalt) . Ihre,':^^^ 
chemische/physikalische/biologische Struktur muB dabei nicht 
5 bekannt sein. 



A Liganden iia Sinne der Erfindung sind Strukturen naturlicher 

- '"und/oder" chemisch/physikalisch/biologisch modif izierter na- 
tiirlicher und/oder kilns tlich erzeugter Substarizen/Konstrukte, 
10 die geeignet sind, an Rezeptoren im Sinne der Erfindung zu 



binden^ und kOnnen selber/gleicher/ahnlicher chemischer/phy- 
sikalischer/biologi'ischer:! Struktur; •sein wie, die Rezeptoren 
(zlB. Proteine, Peptide, gesattigte/urigesattigte FettsSuren 
' ^ if f fJJ^nd Iderte^n i?Derivate und/oder Konstrukte, Nukleinsauren und 
15 Oder Nukleins^urederivate/Nukleinsaurekonstrukte) . Ihre che- 

mische/physikalische/biologische Struktur muli d4beirnicht bep-' ^j , 
kannt sein. 

Ein »Modulator<< bzW. »Effektor« im Siniie der Erfindung ist 
♦ 4 .,2,0., s allgemein ,ein Stoff Oder eine Substanz bzw, Verbindung, die 
eihen Oder mehrere Lipidmefiparameter im Sinne der Erfindung 
verandern kann, z.B. erniedrigen oder erhOhen.j Ein. Effektor;'-,,i . 
kann also sowohl ein Inhibitor oder Aktivator bzw. ein Anta- 



25 



gonist oder Agonist sein. 



J 



Allgemein urofaflt das erf indungsgemSBe Verf ahreri f olgende 

(a) Entnahme einer festen, flfissigen oder gas formigen* Probe - Y ^ 
30 (z.B, zellen, Gewebe, Flttssigkeit, Atem/Atemluft) aus 

einem Organismus (z^B.i- Mensch/Tier/Pf lanze/Bakterium) 



- F o 0 f a n g s 7 Vi t-' • ."I ipft^i 1-3 : n R • • 
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'■ ■• r' ■' ^- • !• . J ' •' ; I. 

I d 6..' (^^^ .Bestimmung der absoluten und relativen Mengen der Lioi- 
5 ']) fc c': x ( . ; • {{J • »i i ! ' . ^ 

' - de/Eicosanoide und/oder z.B. der Regulatoren/Ef fektoren (z.B. 

Enzyme/Rezeptoren) dieser Lipide/Eicosanoide « 

5 (c) Bestlmmung dieser Lipide/Eicosanoide/Enzyme/Rezeptoren 
im nativen ( uximoduliert eh und/.od^r i moduli (stimulier- 
ten/inhibierten) Zustand 

(d) Dif ferenzierung eiuer Risikolconstellation (oder z.B. des 

10 GesundheitszustandGs/KrankheitszustandGs oder einer f sicherungi^^^^^^ ^ 
Oder eines Ausschlufies bzw. Diagnose) anhand des Verhaitnis- 
ses aus (a) t)isi |j{c) t in Gruppen . vou Organismen/Patienten 
und/oder Individuen ^ = « • . i . . 

Hi ir-^" .U: jti ^•■i^ ^ • ' . 
is' sowie gegebenenf alls 

(e) Erfassung und Bewextung des Lipid/Eicosanoid/Enzyiue/Re- 
zeptorenstatus des zu untersuchenden Organisiaus und Erfassung 
und Bewertung des .'Einflusses: ^voni therapeutischen Maflnahmen , ^„ 

. 20 auf den Organismus (Therapiemonitoring in vitro) 

^ til ''V r - ^ • 

if) Erfassung und Bewertung (Risikokonstellation) des .Ein- 
flusses der Lipide/Eicosanoide/Enzyme/Rezeptorerl aiif t 
andere Systemer urn Wechelwirkungen zu erkennen (z.B. Schad- 
25 stoff-modulierte: Bkkterien- oder Graserpollen und deren Ef- 

' ■ . . • J. ^ * J 

fekte auf die zu untersuchten Proben des' zu .untersuchenden 
1 j-irN-organismus) t ' ; ' 

Beispiel eines FluBdiagraxnms der Testdurchftthrung:\6iiivi. 

30 • . • » * 

1. Probengewinnung j, 

2. Probenaufbereitung • i • . | 

i 3 J .'..3 .Prpbenexposition (modulierende Substanz/en) 
• 4; MeBpfobengewinnung 

- • EdiPf ansszei t 5.Juni 13:08 . - / 
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5 . MeBprobenlagerung 

6. Analytik (z.B. durch EIA (engl. >>enzyme . i^iyip^;.;-;a33ay<<^)^^^^^ 
RIA (engl. »radio-ligand iinmuno-sorbent assay«) , FIA (engl, 
»fluorescence iinmuno assay«) , HPLC (engl. »high pressure li- 

5 quid chroinatography«) , GC'-" (engl . j »gas chroma t:ography«) , IH 
(engl. »iinmuno histochemistry/ iinmonocytocheiaistry«) , WB 

if f:(eygiJ" Western^ blot^ (engl. northern blotting«) , SB 

(engl. southern blotting<c) , GE (engl. »gelelect:rophoresis«) / 
PGR (engl. »polyinerase chain reaction«) ) « . t 

10 7 . LipidmeBparametererf assxing (semiquantitativ/quantitativ) 

8 . MeJSwertverre.chnung • t .i, . ', . ^ ? ■ 

9. Aufstellen der Risikokonstellation (ggf. klinische Inter- 

15 Das Lipid/Eicosanoidmuster bzw. -prof il (versciiiede^ne. i^ipij^^^^^ 
de/Eicosanoide/Enzyme/Rezeptoren) kann unter Verwendung be- 
liebiqer Proben .(fest/ fltissig, gasformig) von einem be- 
liebigen Ogeuiismus' bestimmt werden/. wobea dxe angewendete 

^ . Mefi/Analysemtiethode keinen besonderen Beschrankungen unter- 
^ io^ ^^lie^ nach Maiigabe der praktischen Gegeben- 

heit^n gewahlt wird, - ; ^ 1 . , >|\'} 

Die Proben kOnrten vor der Analyse nicHt moduliert Oder modu- 
liert worden seiii J^ Die "Modulation : kann . z-B.. erfolgen durch 
25 physikaiische Mittel (z.B, wannestrahlung, radioaktive Strah- 
' * ^5 >f i f ?;;iiing) ; ' ^irheinische ' Stof f e Oder Substanzen (z.B. Enzyminhi- 
bitoren/-aktivatoren^ RezeptoragonistenZ-antagonisten, spezi- 
fisch Oder unspezif isch) oder biologische' Stof fe|f Oder f' Subfi'^iH' 
stanzen (z.B. Schimmelpilze, Baumpollen, Antikorper) , die 
30 spezifisch oder unspezif isch ^auf das^ zu untersuchende System 
einwirken. 

Die Proben konnen sein/sich befinden in einer biologischen 
Matrix . (KOrperflUssigkeiten wie Serma, Plasma rS- S.tuhl!, | |- 



-f m 0 f a n « s 7 ft i I- * B : .1 vrn r -l l^'.r^fi ft 
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Atemkondensat oder Liquor; Sekrete der Druseh von Magenv" f ' 
Darm, Nase, Lunge/ Augen; Zellhomogenate; Aerosole; eukaryo- 
tische und prokaryotische rZellen^. ..G.ewjebeverbande und Gewebe) 
Oder in definierten chemischen Lttsungen (z;B. ZelXkulturmedi- 
t -J ji»pm/j, .unphysiplogische .LOsungen'/ z.B. in 

Methanol) • 

Die Analytik kann quantitativ oder semiquantitativ durchge- 
fiihrt werden, sie i^t jedoch stets geeignet zur Erfassung re- 

10 lativer Onterschiede der Lipide/Eicosahoide/Enzyme/Rezep- 
ti*.i. .. toren/lTukleinsauren entweder manipulierter Proben fvir einen 

' ^ -dieser -'Parameter untereinander (z.B. unstimulierte 

Prostaglandin-E2-Synthese zu stimulierter und/oder . inhibiery = . 
ter Prostaglandin-E2-Synthese) und/oder zur ErfassiLng relati-?-' ^ 

15 ver Unterschiede bestiinmter im Einzelfall f estzulegender Me- 
taboliten zueinander (z.B.-*|; Prbjstagl^iidin : E2 ,zu leukotrien D4 
jeweils unmoduliert und moduliert) . ' 

• ^^^1 fS':^^^ I !^ III V ' ' ' * ■ ' ' 

Wesentlich ist, dafl stets ^ mehr als ein LipidmeBparameter 
20 (z,B. vor Behandlxing/nachi Behandlung oder unmddial'iert/mo:?-f^-^ ; 
duliert oder Eicosanoid 1/Eicosanoid 2 oder Enzym 1/Enzym 2, 
Rezeptor 1/Rezeptpr 2, Eicosanoid ,1/Rezeptor 1, Eicosanoid 
1/Enzym 1, Rezeptor 1/Ehzym 1,* Rezeptor 1/Enzym 2, etc.) von 
:h 4iii.derselben Probe;, ermitteit wird, die dann fur die weitere Aus- 
25 wertung bereitstehen. 

Die Lipide/Eicosanoide werden geeigneterweise z*B. mittels 
Enzym-Immuno-Assay-Technik erfafit, da mit dieser Technik vie- 
le MelJproben am ' sclmellsten ' uhd* cpantitativ gemessen werden 
. 30 k5nnen. 

Erfaflt werden z.B. Lipide/Eicosanoide (z.B. Leukbtriene, 
Prostaglandine, Prostanoide, Hydroxyeicosatetraensauren) , Lir^ ' ' 
pid/Eicosanoidrezeptoren, Enzyme der Lipid/Eicosanoidsylithese 

FmDf anfiS7«i } S..liifti l3:na .• • ■ ' • ; >• 
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Oder die entsprechehden Abb^u-^ oder Regulationsenzyme, sowie 
dafur kodierende NukleinsSuren (mRNA) . 

Zusatzlich zu den bereits bekannten/ konventionellen Methoden 
5 (s-o.) soil hier ausdrtlcklich noch auf die Mdglitrh'kelt ^ 

Lipid/Eicosanoidanalytik luit Hilfe der Microarray- oder Bio- 
chiptechnik eingeg4.ngen werden. . Die Biochip-Technologie er- 
m^glicht die par allele semiquantitative uiid quantitative Be- 
1 ii i» y^/.'St.Ai«raun^^ Vielzahl der oben genannten Lipidmefiparaiheter, 

10 wobei die auf. dem Bipchip befindlichen Sonden zur Bestimmung 
der Lipid/Eicosanoidmefiparameter thematisch (irf M:>hangigk 
von der Untersuchungsfragestellung) gruppiert sein konnen^ 
Oder aber auch entsprechend den gesucbten oder gegebenen Er- 
fordernissen {z:B:»*'abhangig 'vom ikrankheitsbild; bei einem 
15 Krankheitsbild ist z,B. pLT und PGE2 wichtig, bei einem ande- 
IT V .rreri' pI.T?Uund TXB2 oder PGE2 und TXB2 oder PGB2 und PGE2- 
Rezeptoren und/oder Cyclppxygenase-l) zusammenzustellen .bzw, , 
. aufzubringen sind. Die physikalischen und/oder ''"Chemisc^^ 



Techniken zur Herstellxing von Biochips mit. Hilfe bekannter 



20 



Verfahren unterlieg^en dalpe^ keinen. besonderen Beschrankungen. 



I'flP.f^^ nachzuweisenden bzw. zu bestiranenden 

Lipide/Eicosanoide/Enzyme/Rezeptoren/ljIukleinsauren kann ins- 
besondere mittels Fluorochr omen oder phosphoreszierefider'* ode^^^ 
25 bio/chemolumineszierender oder chromogener Substanzen erfol- 
gen. 



1 



1 ii'-^'^-^'^-^^^^lll^^?'^ 'f^'^ -^^^ '^^"^ optischer 

'und/oder" elektronischer MeOverfahren (z.B. Potentiaiande- 

30 rungen, Leitf ahigkeitanderungen) erfolgen. . . ^ » .. 

Ziel der Erfindung^ ist die Bestimmung von Lipidroeiiparameter- 
Modulations/Effektorquotilent'etiprofilen, urn auffallige Zustan- 
4 i. . : ^^^^ KrankMeitsbilder) und . Gesundheitszustande und 
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Case 00139.8 ^ ' ' ^l |rf) 

soiciit Risikokonstel'lationen , zu charakterisieren, oder z;B. 
nach anti-entztlndlichen Stoffen bzw. 'Substanzen, z.B, Phyto- 
• 1 ;| I |f r^pharimka^^^ suchen (»DrugscrGening«) , oder um die inflamma- 
torische Potenz bei der Bewertung der Biok^oinpatibiliat von 
5 implantierbaren Materialieix f (Produktsicherheit/iPatieiiten-r.:,K->: > 
schutz) Oder die Veranlagung ftir bestiirante Erkrankungen (Ri- 
sikokonstellationexi.) wie Gerinnungsstorungen (z.B. Thrombose/ 
Lungeneinbolxe ) / ' Magen-Darm-Erkrankungen . (= intestinaie Er- 
,j . krankungen, z.B. Colitis ulcerosa. Morbus Crohn, Ulcus), Nah- 

10 ^* /rungsmittelunvertraglichkexten sowie Entziindungskrankheiten 
des Gehirns (z.B. Enzephalitis) abschatzen zu kSnnen. Weitere 
Anwendungsmoglichkeitea bestehen in der Geburtsheilkiande; * ' ' 
z.B. zur Klarung der Fragestellung, ob ein abnorinaler . Ge- 
burtsverlauf , z'iB J . wegen abnormaler >W[ehentatigkeit, zu erwar- 

15 ten ist. 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen naher 



erlaiitert . 

20 

Beispiel 1 



Bei'spielhaft sei hier die Bestimmung des Gcundzustandes sowie 
der stimulierten. Zustande von. Prostaglandin E2 und Peptid- ., , 
25 Leukotrxenen bei der Analgetika-Intoleranz geschildert. ■' ■ 



Humane Leukozyt'en • des periphe'ren Blutes' werden mit Hilfe ei- 

. ' » • i ■ 

nes Dextrangradienten vom Plasma getrennt und auf eine defi- 
niJerte' ^elizahi (100.000 Zellen/ml) eingestellt. Anschlieliend 
30 erfolgt die Stimulation durch Inkubation der Zellen, z.B. oh- 
ne Oder unter Zusatz von ArachidonsSure als^ ii6ciulierende'^' 
Leitsubstanz, oder anti-IgE als moduli erender Effektor fiir 
eine definiert^! Z^ijl; (30 ..Minuten) bei^37"C..in Zellkulturmedi- 
um (z.B. RPMI 1640). Nach der Sedimentation der Zellen durch 

Empfansszei t 5.Juni 13:08' • - •■. . ■ . - - 
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Schdfer/BaeDkler 22 

Case 00139.8 * " ^ • ' ^^f : l! \ - i^; i 'i^^^^^^ 

Zentrifugatiorx f ur • 5 Minuten mit 800 x g bei 4*^0 wird der 
zellfreie tJberstand gesaimnelt' und . kann* gegebenenf alls bei 
i* .-i* V. • •"QO'^C .unter Stickstoff oder Argon gelagert werden. Anschlie- 
' * fiend werden dxese MeBproben auf eine mit Prostaglandin E2 
5 bzw. , Peptid-Leukotrienen beschichtete Polys tyrolplatte transr . . . 
ferriert und ftlr 18 Stunden bei 4 C unter Zugabe eines anti-^-' * 
Prostaglandin-E2- bzw. anti-Peptid-Leukotrien-Antikorpers in- 
kubiert (»korapetit±ver ' Assay«)i: i NachVi einem Waschscliritt er-- 

" i 

' folgt eine Inkubation bei 23**C fur 2 Stunden mit einem gegen 
1 1'xp I' v:den; erst;en'*'Antik5rper gerichteten- biotinylierten sekundaren 
Antikorper. Nach erneutem Waschen wird mit einer Strepavidin^ 
konjugierten Peroxidase bei 23**C fiir 1 Stunde *':£rilc\ibierti^^un 
nach erneutem Waschen wird ein Peroxidasesubstrat hinzugege- 
ben und nach ca. . SOij Minuten die optische Dichte mittels eines 
15 Mehrkaaal- Photometer 5 bestiitvmt. Anhand deri mitgef Uhrten Stan- 
4 th n i dardkurT7:en. kttnnen. nun die Meflwerte quantitativ bestimmt und 
zur Berechnung der Lipidmefiparameter-stimulations/Ef f ek- 
torqoutientenprofile verwendet* werden (ein Beispiel., fur, idie/- t. • . 
Berechnung wird weiter unten gegeben) . . • ^ 



20 



Ein Beispiel beim V Krankheitsbild( der^ Analgetika-lntoleranz 
ist die verminderte basale Prostaglandin-E2-Synthese (uia 20% 
^urid* mehr ) , verbunden mit erhtthter ' basaler Peptid-Leukotrien- 
Synthese (20% und mehr) • Der Quotient Peptid-Leukotrien / 
25 Prostaglandin E2 ist kleiner 10). Die* Arachi^onsaur 
.. indtizierte Prostaglandin-E2-=^Synthese ist unauffallig ^und die 
Arachidonsaureninduzierte iPep.tid-Leukotrien Syn these ist un- 
auffallig bis leicht erhttht (0-40%)^ wenn diese Werte mit de- 
lifl I'j^nj^n ^on {unauffalligen Personen verglichen werden. 

30 

Erst die Ermittlung der Lipidmefipa'rameter-Modulations-^/Ef f ekhp 
torquotienten ermoglicht eine Dif ferenzierung unterschiedli- 
cher Eicosanoidmuster -bzw. profile, die verschiedehen Risi- 
kokonstellationen (wie z.B. bei Patlenteh mit Asthma bron- 
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chiale oder Polyposis nasi .et sinuiom oder Analgetika-^indu- 
zier tern Asthma) zug'eordnet werden kttnnen.- 1 



* ^ ' Ein 'geeignetes Verfahren zur Bestimmung von Lipidmeflpara-^ 
5 metern ist die f luorometirisclie Messung des Abbaus ,von unge- . 
sattigten FettsaurenMrachidonsaure, die mit derd Farbstoff 9- 
Die thylamino-SH- [alpha ]phenoxazin-5-on (38) angefarbt werden. 
Der Farbstoff dringt in lebende , Zellen ein xind f luoresziert/ 
solange er intrazellular an ungesSttigte FettsSuren (d,h, 
ipl^ vlsolche* ria bis '^idehr Doppelbindungen) binden kann (39-40). 
Nach der Aktivierung der Zellen, z.B» durch LPS (Lipopolysac- 
charid) oder Interleukin-^l^ koromt es zur Aktivierung .vonr^ P 
Fetts^ure-abbaiienden Enzymen (z.B. Phospholipase A2 (PLA) ) 
wodurch die Fluoreszenz abnimmt.. Demgegenttber kann die Fluo- 
reszenz auch erhOht sein, wenn zJb. endogene Arachidonsaure 
1 1 ij^urch I PLA . ^^^^ ins Cytoplasma f reigesetzt wird. 



15 



die Degradation derselben jedoch unterbleibt. 



20 



9-Diethylamino-5H- [alpha] phenoxazin-5-on wurde bisher ledig- 
lich fUr histologische/cytologische Untersuchungen yerwendetv 
nicht jedoch ftir quantif izierehde Experimente eingesetzt. 



' -M ?^.?bg'±' Organismen' mit 



veranderter Enzymausstattung kommt es nun 



zu eineia ver^nderten Abbau der Fetts^uren (schneller oder 
25 langsamer), was durch eme Erfassung der Fluoreszenz zu* verr • ( T 
schiedenen Zeitpunkten (Kinetik) quantitativ gemessen werden 



kann. 



» / 



30 Beispiel 2 . 

100.000 Leukozyten/rol werden mit einer 10 ~* M Lttsung von 9- 
Diethylajaino-5H- [alpha] phenoxazin-S-qn in PBS-LOsung fiir 15 
min bei Raximten^ieratur inkubiert.i AnschlieOend werden sie 2 



^-^r iff: M- iil 'V ;j: ' • ^ . 
EiDPf ansszei t -SJuni 13:08 
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• ••• - . ' i: - . ' 

mal in PBS bei 4''C gewaschen und dann bei 600 x g zentrifu- 
* in* C'^ie.^t ^ und- ^anschlieliend in eine ReaktionskUvette liberfUhrt. 
Eine Probe wird nun ohne weitere Behandlung f luormetrisch 
vermessen (Anregungswellenlange bei 485 nro^ ' Exai'ss'iohsweilenji*" f ^ 
5 lange 570 nm) . Eine weitere Probe wird z.B, mit LPS (Smg/ral) 
stimuliert und. fluorometrisch vermessen* Die Fluoreszenz bei- 
der Proben wird in Zeitabst^nden *von 1 Minute bis zu einer 
^« *ll i'i'-'^^M^^ 60, Minuten erf aBt . Anschlie5end kann aus den erhal- 

* ^ tenen Werten der Anstieg und der Abfall der Fluoreszenz gra- 

10 phisch aufgetragen werden und die jSteigungen de.r .Kurven;imitt»:.; .m 
tels geeigneter mathematischer Formeln ermittelt werden. 

wahrend der ersten 5-10 Minuteh kommt es bei den nicht behan- 
delten Proben zu einem 0-5%igen Anstieg der Fluoreszenz, da- 
' 15 1 ?%achf zuileiiierl sigmoid fallenden Fluoreszenz auf 40-60% des 
Ausgangswertes nach 60 Minuten. Bei den xnit LPS-behandelten 
Proben kommt es innherhalb von 5-10 min zu' einem^^ 5-20%igenJ [ 
Anstieg der Fluoreszenz und zu einem 30-80%igen sigmoiden Ab- 
fall der Fluoreszeriz nach = 60 Minuten.j . 

20 

*ht|ff%Mi.t ,den|jS.Q.:|ertialtenen Werten kttnnen nun normierte Lipidmefi- 
parameter-Modulations /Effektorquotienten erhoben bzw. berech- 
net und die erhaltenen Prof ile mit' denen von Pr.obexjji-yon Ref.ef^^^^^^^ 
renz-Organismen verglichen werden. Sofern bereits Archivdaten 
25 aus vorherigen Untersuchungen vorliegen, konnen diese verwen- 
det werden, ^ * • ; ::\ ; . 

* Durch den Vergleich konnen dann Risikokonstellationen fur den 
untersuchten Organismus, . z.B. hinsichtlich seiner, F^higkeit, . , 

30 ungesattigte Fettsauren zu metabolisieren, ermitteit werdenV ^ ' ^ 
Daraus lassen sich dann weitere therapeutische MaBnahmen ab- 
leiten. k I 'H- = - 1 T j ■ 
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f.:- ?| jjy., j-Diese .Me^thode kanh ji^ in vitro eingesetzt werden. Bisher war 
* ' "eihe' Anwendung von 9-Diethylajnino-5H.- [alpha] phenoxazin-5-on 
fUr quantitative Bestimmungen des nativen und induzierten AbT- t 
baus von ungesattigten Fettsauren/ArachidonsSure zur Bestim-' ' 
5 mung von Risikokonstellationen noch nicht bekannt. 

Es folgt ein konkretes Berechhungsbeispiel fiir normierte Li- 
'1? p :;'pidmel5parameter-Modulations/Ef fektorqri^^ Es wird noch- 

nvals darauf hingewiesen^ dafi die Bestiioiaung von Meflwerten fiir 
10 eine Normgruppe entf alien kann, wenn bereits ^tentsprechende^^^^^^ ^ 

Archivdaten vorliegen. 



r I i 



1) Gewinnung von Leukozyten aus dem peripheren Blut* voii unt;-:if - 
tersuchungs-Gruppe 1 / Normgruppe/Untersuchungs-Gruppe 2 mlt- 
tels Blutabnahme und anschlieliender Dichtegradientensepara- 
txon (3%ige Dextran-Lttsung) zui: JAbtrennung • von Plasma und 

. . .20 Leukozyten, Die so gewonnenen Leukozyten werden 3 x mit Phos- 
M V :'phatpuffer-Lo5ung (PBS) gewaschen ' und anschliefiend in Zell- 
kulturmedium (RPMI 1650) aufgenommen / resuspendiert, wprauf 
eine Zellzahlkonzentration von 100.000 Zellen/ml 'eingeste^ 
wird (nur bei diesem Beispiel Untersuchungs-Grupp© 2; eine 
25 zweite Gruppe isti £af den i^Test. yoip jPrinzip her nicht notwen- 
dig, diese dient hier nur . zum besseren Verstandnis und als 
' " 1 »|| ^^r.z,^^^ xind zwar zum einen zur Normgruppe 

und zum anderen zur Ontersuchungs-Gruppe) . 

2) die Zellen werden zu 3 gleichen Teilen (z.B. 3 x je 1 mi 
Zellsuspension ^ mit. 100. 000 Zellen/ml) in Reaktionsgefafle 



30 



{z.B- Kunststoff- Oder Glasgef afle)| verteilt. 
Die erste Teilprobe wird mit einer Kontroll-LOsung versetzt 



EmPf ansszei t 5.Juni 13:08- 
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tl 4\ H ohne .weiteren, Modulator, = Null-. Oder Leerwert; Kontroll- 
*|l 5. r ! * -If: r ' • 

' LGsvmg xst das Losungsmittel, in dem die Modulatoren gelost 

werden) • • • ' J . ^| -!^^^ i}* ^. 

5 Die zweite Teilprol:)e wird mit: Arachidonsaure versetzt (Kon- 
zentration: 10~^' M; := Leitsubstanz)]. • J- : » . 

"^Il F vDxG- 'drit*te '^Teilbrobe wird mit einer anti-Immunglobulin-E- 

LOsuncr (z.B. 1:100 Verdunnung der von der Fa.. DAKO . kOOTaerr . 
10 ziell erhaltlichen anti-human-IgE-L6sung, = Modulator Oder' 
Modulationssubstanz) versetzt • 

Der Beginn der Exposition / Inkubation mit der Leitsubstanz 
* i 1 ( 'iJ Arachidonsaure } und ^ dem Modulator anti-lrnmunglobulin^E-LOsung 
15 erfolgt zeitgleich bei z,B. Sl^'C fUr z.B. 30 Minuten. 

Anschliefiend erfolgt eine Trennung der Zellen vom Zellkultu- 

medium, z.B. durch iZentrifugation bei 4*^0 und einer Sedimen- 

• r I* 1. |! - • ' I \ I: \ . . ■ i 

tations Starke von z.B. 800- x g'. Anschliefiend wird der so er- 

; 20 haltene Uberstand der 3 Teilproben, je Teilprobe getrennt, in 

' ^'geeigneten GefaBen (z.B. Kryorohrchen) gesammelt und bis zur 

Analyse mittels, EIA bei z.B. -yO'Cj gelagert. . .0 . .^.j^ . . ,; i,:v; t , 

3) In den Zellkulturilberstanden der 3 Teilproben werden 
25 der Gehalt an Prpst^aglandin 'E2 ; (PGE2)^ -und Peptid-Leukotrienen 
(pLT) loittels enzymimmiinologischer* Assays (Nachweisverfahren) 
1 i/i i= f^:(EiA) ,i • die'^'Spezif isch fUr PGE2 {= »LipidmeBparameter A) oder 
pLT (= LipidmeBparameter B) sind, analysiert und quantifi- 

30 

Aus der erten Teil^.robe er halt man die Wert Ao (z.B. 350 ±43 
pg/ml PGE2) \md Bo (z.B. ! 120 ±9,7 pg/inl pLT) , 
..! .). ...aus der zweiten Teilprobe erhalt laan die Werte Aaax (2:b. 4120 
' ±235' pg/ml PGE2 und B^ (z.B,. 150 ±10,4 pg/ml pLT) , 
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aus der dritten Teilprobe erhait man die Werte' 'A2^{z.B. 1830* 
± 143,8 pg/tnl PGE2) und hz { z.B. 83 ±5,7 pg/ml pLT) . 

Tabelle 1: Meliwerte (in pg/ml) : * 



Mefiparameter Norm-Gruppe 



Untersuchungs- Untersuchungs- 





(N) 


Gruppe 1 (Ul)" 


■Grui>pe}i'2> (02)' ^ 


Ao 

A|nax 
Az 


1820±198 
4170f%75 . 

2975±287 


350±43 
, . 4120±236; 
1830±i43* 


2172±207 
3976±245 
785+69 


f;..i..Bo,, 

Bmax 
Ba 


sii !••"■•• ?,3i3,5 
i ?!> r t ■ ' 

143±12,4 

43±5,7 


120+9, 7 
150±10,4 
83+5,7 1 


54±5,8 
128±10,4 

.,135+12-6c7:' .• • . {. 



4) Aus den so gewonneneix- Weirten ^der ' Teilproben erfolgt nun 
: » . die Berechnung der Modulationsquotienten fur den Lipid- 
10^ oa r ante tWr A ' r = - PGE2 



10 ^-parametetf A'*(=- PGE2) und' den Lipidparameter B (==pLT) : 

• * i ■ 

Tabelle 2; Modulationsquotienten: 



Mefl- 

parameter 


No.rniT-Gruppe.l .{'> 
(n) 


' Untersuchungs - 
Gruppe 1 (ul) 


Untersuchungs - 
Gruppe 2 (u2) 


;'A«y/Atf ' {|j '"■ 
A2/A0 


2v3 • 

1,6 


11,8 = 


1,8 
0,4 


Bmax/Bo 
B2/B0 


6,2 

1,9 


0,7 


2,4- • •■ • •.:!'--:rr 
2,5 


(auffailige Werte gegentlber der Kohtrolle sind in der Tabelle 
«2.,:.£ett!' niarkiert ) " ' ' 



20 



Die Modulationsquotienten erlauben eine UnterVche'i'dung ' der f I 
Untersuchungsgruppen (ul, u2) von der NOrmgruppe (n) , nicht 
aber eine Dif fererizierung de.r^ Untersuchungsgruppen (ul, u2) . 

.- EniPf ansszeit 5.Juni 13:08 - . - 
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• *f I |^^5H iNormierung durch Division durch die entsprechenden Modu- 
lationsquotienten der Noriaalgruppe (n) . 



Tabelle 3: normierte Modulationsquotienten 



I . J » 



i..M^ ^- 

Norm-Gruppe 



Untersuchungs- Untexsuchungs- 
Gruppe .l (ul) Gruppe 2 (u2) 





1 (0,8-1,2) 


5,1 


0,78 




A2/A0 


1 (0,5-1,5) 


3,3 ■ 






Bmax/Bo 


1 (0,5-1,2) 


. 0,21 


0,38 




B2/B0 






,. l.,32 





^ H ;h |U^{(auf failige >:.Wer.te sind in der Tabelle. 3 fett markiert) 



10 



Die normierten Modulationsquotienten erlauben .ebenf alia nur l 
eme Unterscheidung der Untersuchungsgruppen {ul, u2) von der 



(h) / nicht aber eine Dif ferenzierung der Unter- 
(ul. 



15 



Normgruppe 

suchungsgruppen' (ul, u2) : Die Di£f erenzierung der Unter- 
suchungs-Gruppen ist hier abhangig von der Normgruppe, d.h. 
es' ^ kohn<an'*'''auch * zwei Oder raehr 'sonst ahnliche Patienten- 
Gruppen dif ferenziert werden, z.B. wenn eine »gesunde« Norm- 
gruppe nicht erstellt werden kann oder wenn ' gekiart werden' 
soli, ob sich die beiden Untersuchungsgruppen unterscheiden. 

6) Ef f e.ktorquotienten (Berechnung ' wie oben) 



\ 

Tabelle 4 : 
MeB- 

parameter 



Ef fektorquotienten (PGE/pLT) : . 

Dntersuchungs- Ontersuchungs- 
Gruppe 1 (ul) Gruppe 2 (u2) 



Norm-Gruppe 
(n) 



i.i:-;-!jr;^.| 



I 5' 



Ao/Bo 



A2/B2 ' 



80, 4 

29,;2. 
69, 2 



2,9 

27,5 

22,1 



40,2 

31,1 
S,8 



.V--..- XmPlansszei t - SJuni W-OS- 
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, (auffailige Werte gegenuber der Kontrolle sind in der Tabelle 
' h f ?:^'4?!rfett markiert) 

Die Ef f ektorquotienten erlauben die Dif f erenzierun'g der bei-r *- 
5 den Ontersuchungs--Gruppen (ul, u2) mit Hilfe des zweiten Mo- 
dulators (= anti-ig£) • 1 Aufierdem werden die Onterschiede der 
beiden Untersuchungs-Gruppen gegentiber der Normgruppe (n) . 

10 7) Normierte Effektorqubtienten (Berechnung w^e.^^C^ 



Tabelle 5: 



Normierte. Eff ektorquotienten ..j 

* * 1 ^ ■ i - 

, a I . Mefl- Norin-Gruppe Dntersuchungs- Dntersuchungs- 

' M V p'p^rameter ' (n) Gruppe 1 (ul) Gruppe 2 (u2) 

Ao/Bo; . 1 ^(0,5-^X,2) ... 0,036. . ^H^^Vp^ ^. 

W/B^x 1 (0,9-1,1) 0,941 1,065- s !; 

A2/B2 1 (02-1,2) 0,319 0,084 



5 V 



A 15 . (auffailige Werte gegentlber der Kontrolle sind.in der Tabelle 
' in v5*^!^^fet:t markiert) 

Die nontderten Ef fektorquotienten ermOglichen die -'klare Dif-' 
ferenzierung der beiden Ontersuchungs-Gruppen (ul, u2) gegen- 
20 Uber der Normgruppe!^' (n) Vsowie cdieV^ der beiden 

Untersuchungs-Gruppen gegeneinande'r . Hier sind die angegebe- 
^ 1»ff |S!hen: Wertie bedingt- abhangig von der gewahlten Normgruppe,. es 
kc^nnte aber auch eine andere Normgruppe (n-x) gewcLhlt werden - 
Dies kann z.B. erfolgen, urn metirere Untersuchun^sgruppenlrCul 
25 u2, u3, u4) gegeneinander zu dif ferenzieren. Wenn keine 
»Normgruppe<c bereit'steht-:pder t-erstellt werden kann, kann eine 
Untersuchungsgruppe (n4) als »Normgruppe« (n-x) ausgewahlt 
ft j|| |H^y'eI^d^^• jDies.e .^Alternative kann aucl;! angewendet werden, wenn 
* z,B. gegentiber »behandelter« (bl) und »ander5 behandelter^c 



05-JUN-2001 12: 18 



, J. LSrURKEN PRTENTPMJflLT 



+49 761 5563014 S. 36/50 



' ' 'Schafer/Baenkler 
Case 00139.8 



30 



(b2) und/oder »unbehandelter« (b3 = n-x) Gruppe dif ferenziert 
werden soil. 



• i ■ 



'= 1 iff j-'il^lvj^^^f ^l^^.^;* iPie i MeJiwerte der pLT-Bestiinmungen mussen gege- 
5 ^ benenfalis mit einem »Ausgleichung3faktor« (kann experi- 
mentell bestinunt werden und liegt izwischen 5 und ijlOO) korrit,i:i;.fe s 
giert werden, wodurch sich die daraus abgeleiteten/bestimmten 
Werte relational verSndern wUrden. 



10 



-1 ^ I 



9) Schluflfolgerung aus den erhaltenen Ergebnissen: 



15 



Die Untersuchungsgruppe 2 wird in. die Risikokonstellation 2 
eingeteilt, d.h. es liegt eine Analgetika-Intolerai^z'^ohne ei-r' 
ne allergische Komponente vor, veshalb eine Desaktivierung 
gegentlber nlchtste^roidaleQ:;!;^alg^ti;ka . anz ist, und 

nichtsteroldale Antiphlogistika sollten von Personen dleser 
^nfl |;'^|.GrAAPPe, b±^ Durchfuhrung der Desaktivierung 

gemieden werden. Die Untersuchungsgruppe 1 wird der Risiko- 
konstellation 1 zugeordnet, d^h. ies liegt ein^ -iAnalgetika^^^^^^^ 
Intoleranz mit einer deutlichen allergisch-bedingten Koinmpo- 
nente vor, weshalb jbei Personen dieser Gruppe eine Allergie- 
Austestung vorgenojtmien werden 'solite'' ' joit Igegebenenfalls an- 



20 



, i • schlieJJender Desensibilisierung, Ers 
' M^aktivierung gegeniiber Analgetika sin 



Erst danach kOnnte eine Des- 
sinnvoll sein. 
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1, Verfahren zur. Sicherung odex zuaa Ausschlufi von Krank- 
heitszustanden oder ' Pradispositionen ' dafiir auf der 
Grundlage von LipidmeBparameter-Modulations /Ef f ektor- 
: qubtientenprof ilen, bei dem 



10 



{a) eine Probe aus einera zu untersuchenderi^Organismus' 
entnonimen wird^ 



(b) die Probe aus dem zu untersuchenden Organismus in 
Hi f fi; fil »^ |l| ^ • -isoyielW gleiche Teilproben aufgeteilt wird, dafl 

fUr jeden. Lipidmefiparameter A, B, C . . . ein Null- 
wert Ao/ Bo, Co, in* Abwesenheit -"linesimbd 

15 renden Effektors; ein Wert fur eine Leitsubstanz 

(Leitwert) Ajnanf Bmaxr Ciaaxr. in Gegenwart eines 

moduli erenderi ^ Effektors /einer modulierenden 
dift.,.. . . , , . - - . .LeitsutJStanz; und mindestens ein wert ftlr einen 

weiteren Modulator Az, Bz, C2, in Gegenwart 

eines weiteren modulierenden Effektors gemessen , . 
we r den kann, ■ • 

(c) ftir jeden Lipidmefiparameter A, • B, C, der Pro- 
be aus dem zu untersuchenden Organismus 



20 



(i) die Quotienten der MeOwerte ?W/Ao/ A2/A0; 

Bmax/Bo, B2/B0; Cmax/Cof C2/C0; . • - gelifildet und^ anr'^^':^^ 
schliefiend die ftir den zu untersuchenden Organis- 
mus; le^rhaltenen^ iWerte • durch die entsprechenden 
30 Werte einer oder mehrerer Noimgruppe (n) dividiert 

1 1| li -U^ < Ill • ;r-;W^fcien/ wodurch sich normierte Modulationsquoti- 

enten ergeben, die in ihrer Gesamtheit ein nor- 
miertes Modulationsquotientenprofil : fiir den- .zui:':'! ., 
untersuchenden Organismus bilden, und 
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(ii) aus den Nullwerten Ao/ Bo, Co Quotienten 
Ao/Bo/: . Bo/Aor Ao/Co/ Co/Ao/ Bo/Co, Cq/Bq ... in be- 
liebiger Kombmation jgebildet*. werden; aus den 
.5 Werten fur eine Leitsubstanz A^ax, B^xr Cmx 

"1? I .if. ^ •' <l> ' "'Quotienten A««»i./.Bn,axr Bjoax/AjaxV ^Wx/C™.x, 

Bjnax/Cmaxf dnax/Bnax • • • .in beliebigef Koitibination 
gebildet werden; und aus den Werteri fur minded' t ' . ^ 
stens eine weitere Modulation Kz, B^, C2 - - - Quo- 
10 tientenji A2/B2/: Ba/Aar • A2/C2, C2/A2, B2/C2, C2/B2 

in beliebiger Komblnation gebildet werden; und 
'.'^ ijf ^^1^; 1 ;i 111 . ii janschli'eBend die fUr den zu untersuchenden Orga- 

nismus erhaltenen Werte durch die entsprechenden 
fur die Normgruppe (n) 'erhaltenen W^rtei^dividiertlv i'i- 
15 werden, wodurch sich normierte Ef fektorquotienten 

ergeben,, die in ihrer Gesamtheit ein normiertes 
Ef fektorquotientenprof il rfUr den zu untersuchen- 
den prganismus bildeh, 



20 . und 



till 



(d) eine Risikokonstellation, ein Krankheitszustand 
odet 6iW Pradispositionen dafUr- durch den Ver- 
gleich der normierten Modulations- und Effektor- 
* 1 *25ii' ^1; I; i' I • jj] ^^'Iquotientenprofile des *zu untersuchenden Organis- 

mus mit denen ei'ner entsprechenden Untersuchungs- 
gruppe, bei der die intere55ierende';.*Risikbk6nTi- ( r 
stellation, der interessierende Krankheitszustand 
Oder dija interessierende .Pradisposition vorliegt, 
30 gesichert Oder ausgeschlossen wird, 

2. Verfahren nach Anspruch Ir wobei in Schritt (b) die Li- 

' pidmefipararaeter unter MeSparametern f tir.| ungesattigte .N ; 
Fettsauren, Abbau- und Syntheseenzyme fur ungesattigte 
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.^1, • HI '^v r ' • ■ 

Fettsauren^ sowie dafur kodierende Nukleinsauren, iind ■ 

unter solchen fur Rezeptorert ftir ungesatt^ig^jB.iFettsau^;^^^^^ 

ren, sowie dafUr kodierende Nukleinsauren, ausgewahXt 
werden. 



ti: 



, jt^ ..-^v Verfahren nach Anspruch 2, wobei die ungesattigten 
' 1 1 1» V. }i ? *Fettsauren ' unter dem Thrombozyten-aktivierenden Faktor 



und den Eicosanoiden ausgewahlt werden. , v , 

- r * *t 

10 4- Verfahren nach Anspruch 3, wobei die Eicosanoide unter 
den Peptid-Leukotrienen^c Prostaglandin; E2, Throroboxan 
A2 und Throroboxan B2 ausgewahlt werden. 

5. Verfahren nach einem der vorstehenden AnsprUche^ wobei 
15 in dem in Anspruch 1 definierten Schritt*((b)Vi|als stlmiiy^^^^^ 

lierende Leltsubstanz der Effektor Arachidonsaure oder 
ein cheitiotaktisches. Peptid verwendet wird. 

4(4;. . ' 6.;^ . Verfahren nach elnem der vorstehenden Anspriiche, wobei 
20 ' ^ in dem in Anspruch 1 definierten Schritt (b) als weite- 

r rer modullerender Effektor ^ein Stoff. yerwendet .wird>.,- e ^ 
der emen Krankhextszustand hervorrufen kann Oder ah 
dessen Entstehung oder Entwicklung beteiligt ist. 

• • J • ^. . . . • 

25 7, Verfahren nach einem der vorstehenden Ansprtlche, wobei 
' -fijt f: ^ delr kranicheitszustand ausgewahlt ist unter Tumoren^ cy- 

stischer Fibrose, Polyposis, Asthma bronchiale, einer 
Unvertraglichkeit , Gerlnnungsstorungen', * Wf ektbewaiti'- 
gung und einer Entztindung. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Unvertraglichkeit 
•'If f u ; i^ij^l® ' Nahrungsmittel-, Nahrungsmittelzusatzstof f- oder 
Arzaeiinitteiunvertraglichkeit oder eine Allergie ist, 
und wobei die GerinnungsstOrungen die :Basjis|.Qfur. Throm^-..:;- 
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bosen oder Blutungen Oder Thrombophilie darstellen, und 
wobei die Inf ektbewaitigung eine Abwehr '%alcterieiler> « 
viraler oder mykotischer Elemente, z.B. bei bakteriel- 
ler, viraler bder: ray kotischer Mucositis, ist, und wobei 
5 die Entzvindung Enzephalitis/ Sinusitis/ Rhinitis, Neu- 

iiSl^uw • .rodermitis. Morbus Crohn Oder Colitis ulcerosa ist. 

■ f ? ii- I;? I. ' ' * m! ' • - 

9. ' Verfahren nach Anspruch • 8, wobei die lAizzneim 

vertraglichkeit eine AnalgetikaunvertrAglichkeit und 
10 die Allergie eine Pollen-, Sporen-, Milben-, Wespen- 

Oder Bienengiftallergie ist. ^ ^ 



«^vvlO.' Verfahren nach Anspruch 9, wobei die Analgetikaunver- 
traglichkeit Acetylsalicylsaureunvertraglichkeit ist- 

11. Verfahren nach einem der AnsprUche 2 bis 10, wobei zur 
'Bestimtiung: de|r Lipidmeflparameter ein oder mehrere, ge- 
gebenenfalls markierte (s) Ei'cosanoid (e) oder der Farb- 

1 ffl 1*^'; • :st^^f;V9-piethylairdno-5H-- [alpha] phenoxazin-5-on verwen- 
20 det wird/werden. 

12. Verfahren nach eineia der Ansprttche 2 bis 10, wobei zur 
Bestimmung der Lipidmeflparameter immobilisierte Sonden 
verwendet werden, die ausgewS^hlt sind unter AntikOrpern 

-I 25.. . Oder funktionellen Fragmenten davon gegen Abbau- Oder 

Syntheseenzyme von ungesattagten Fettsauren oder gegen 
. Rezeptoren fur ungesattigte : Fettsauren; ^ Nuklei^ 

die an Nukleinsauren hybridisieren, die fttr Abbau- Oder 
Syntheseenzyme von ungesattigten Fettsauren oder ftir 
30 Rezeptoren ti^r ungesattigte Fettsauren kodieren. 

^ J i' fv;i3^^i f 'Verfahren nach Anspruch 12, wobei die AntikOrper unter 
polyklonalen, monoklonalen ^ und Single-chain-AntikOr- 

5 
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pern, und die NukleinsSuren unter cDNA, mRNA und Oligo- 



nukleotiden ausgewahlt werden. 



14- Verfahren nach Anspruch 12 oder 13, wobei die immobili- 
5 sierten Soriden ein i adressierbares i Muster auf . einer 

Oberflache bilden. 

15. Verfahren zur Uberwachung des Verlaufs von Therapien 

von Krankheitszustanden auf der Grundlage^vori^ LipidxneB^ I ' 
10 parameter-Modulations/Ef fektorquotientenprofilen, bei 

dem ein yerfkhren' inach- ,eineni ider . Anspruche 1 bis 14 . 
nach der Verabreichung oder* in Gegenwart eines geeig- 
i»l| y?^'j* .V;i ' |neten:;Medikainents durchgefuhrt wird- 

is 16- Verfcihren zum Auffinden von ^Wirkstof fen » zur:/iBeharidlun^^^^^^ 
von Krankheitszustanden auf der Grundlage von LipidmeB- 
parameter-Modulations/Ef fektorquotientenprofilen, bei 
dem ein verfahren* n^ach 'einem Tder • Anspruche 1 bis 14 
. . nach der Verabreichung oder in Gegenwart eines Kandi- 

20'* ■ . datenwirkstof f s durchgefuhrt wird. 

17. Verfahren zum Auffinden von Stoffen, die in der Lage 



sind, einen Krankheitszustand gemafl einem der Z^spriiche 
7 bis lOi* auszulfSsen; auf i der f Grundlage von LipidiaeO- 



25 parameter-Modulations/Ef fektorquotientenprofilen, bei 

•^If !i f'y-yil ? 'dejna ein ! Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 14 
nach der Verabreichung/Applikation oder in Gegenwart 
eines solchen Stoffes .durchgefuhrt wird. ' ^^'S *';?r^ • I- ^' ■:!!''* f i 

30 18- MeBinstrumentii: zur .{Durchfuhrung eines Verfahrens nach 
einem der Anspruche 1 bis 17/ das eine Oberflache auf- 
ff' ^ Ai: t :^^>f;^^'^^ auf; der in Anspruch 12 oder 13 definierte Sonden 
immobilisiert sind. 
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19. Mefiinstrmnent|^nach.; ^spI^uch vl8,,. wobei die Sonden ein 
adressierbares Muster auf der Oberfiache bilden. 



..• :• 1- J; 



it 



I 

Einpf aosszei t S-J.uni 13:08 
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. 1 

^ i 

Die Erfindung betri-fft ein. Ver.fahren. zur .Sicherung oder zum 
5 AusschluiJ von Risikokoristellationeh, Rran}cheitszustanclen Oder 
^ ;f I -j ^^f^^' sowie ein, Verfahren zur Dberwachung 

des Veriauf s von Therapien. und zum Auf f inden von Wirkstof f en 
zur Behandlung von Krankheitszustanden und i zumnAuff inden .von; ^.i ■ 
Stoffen, die einen soichen Krankheitszustand auslOsen kOnnen) 
10 auf der Grundlage _vpn Lipidmeflparameter-Modulations/Effektor- 
quotxentenprofilen;? Ferner? betriffjt- die Erfindung ein Meliin- 
. , strument zur Durchftihrung der obigen Verfahren. 
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